杀伤细胞免疫球蛋白样受体（KIR）是表达在NK细胞表面的一类受体家族，在异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）中发挥重要作用[@b1]--[@b2]。人类KIR单体型共有A单体型和B单体型两种[@b3]，A单体型的多样性主要体现为等位基因多态性；而B单体型则主要体现为基因构成的多态性，包含多种特征性基因（2DL2、2DL5、2DS1、2DS2、2DS3、2DS5、3DS1）的不同组合[@b4]，基因种类和数目在不同个体间存在较大差异，而等位基因水平的差异相对较小。每个KIR单体型又由一个着丝粒端基序（Cen）和一个端粒端基序（Tel）组成。

近年来国内外的研究均表明无论在亲缘还是无关供者全相合（URD）allo-HSCT中，供者存在至少1个B单体型（Bx）移植预后明显好于供者AA单体型[@b5]--[@b11]。我们在前期研究中发现中国汉族人群KIR单体型具有独特的分布特征[@b12]，且在URD-HSCT中，供者Bx单体型有利于改善移植后的总体生存（OS）[@b13]。然而，目前尚未见不同KIR单体型在父母供者亲缘单倍体HSCT中作用的相关报道，本研究中我们分析KIR单体型对亲缘单倍体HSCT预后的影响，并探讨其在供者选择中的作用。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：以156例患者及其父母供者共468个样本为研究对象，均为中国汉族人群，所有家系成员均经HLA高分辨分型确认相互之间的遗传关系。

在156例患者中有92例于2011年5月至2014年12月间在我院接受了父／母亲缘单倍体allo-HSCT，其中男59例，女33例，中位年龄21(4\~32）岁。原发病类型包括急性髓系白血病/骨髓增生异常综合征（AML/MDS）31例，急性淋巴细胞白血病/非霍奇金淋巴瘤（ALL/NHL）45例，慢性髓性白血病（CML) 4例，其他血液病12例。患者一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。存活患者的中位随访时间为24.2（4.1\~52.0）个月。移植后OS定义为距离移植点到随访截止点（死亡患者截止到死亡点）的时间段；无病生存（RFS）定义为距离移植点到疾病复发的时间段。随访截止时间为2015年5月。

###### 92例接受父/母亲缘单倍体异基因造血干细胞移植患者一般临床及供者KIR单体型特征

  临床特征                       所有患者    供者KIR基因型   供者着丝粒端基序   供/受者KIR匹配                          
  ----------------------------- ----------- --------------- ------------------ ---------------- ----------- ----------- -----------
  中位年龄\[岁，*M*(范围)\]      21(4\~32)     21(4\~32)        21(5\~28)         22(5\~28)      21(4\~32)   21(5\~28)   21(4\~32)
  疾病诊断\[例数(％)\]                                                                                                  
   AML/MDS                       31(33.7)      20(29.85)        11(44.00)          9(47.37)      22(30.14)   14(29.17)   17(38.64)
   ALL/NHL                       45(48.9)      34(50.75)        11(44.00)          7(36.84)      38(52.05)   25(52.08)   20(45.45)
   CML                            4(4.3)        3(4.48)          1(4.00)           1(5.26)        3(4.11)     3(6.25)     1(2.27)
   其他                          12(13.1)      10(14.93)         2(8.00)           2(10.53)      10(13.70)   6(12.50)    6(13.64)
  供者来源\[例数(％)\]                                                                                                  
   父亲                          46(50.0)      31(46.27)        15(60.00)         10(52.63)      36(49.32)   28(58.33)   18(40.91)
   母亲                          46(50.0)      36(53.73)        10(40.00)          9(47.37)      37(50.68)   20(41.67)   26(59.09)
  供/受者性别匹配\[例数(％)\]                                                                                           
   相同                          49(53.3)      33(49.25)        16(64.00)         11(57.89)      38(52.05)   26(54.17)   23(52.27)
   不同                          43(46.7)      34(50.75)         9(36.00)          8(42.11)      35(47.95)   22(45.83)   21(47.73)
  供/受者血型匹配\[例数(％)\]                                                                                           
   相同                          67(72.8)      48(71.64)        19(76.00)         14(73.68)      53(72.60)   35(72.92)   32(72.73)
   不同                          25(27.2)      19(28.36)         6(24.00)          5(26.32)      20(27.40)   13(27.08)   12(27.27)
  HLA高分辨配型\[例数(％)\]                                                                                             
   5/10                          56(60.9)      41(61.19)        15(60.00)         12(63.16)      44(60.27)   31(64.58)   25(56.82)
   \>5/10                        36(39.1)      26(38.81)        10(40.00)          7(36.84)      29(39.73)   17(35.42)   19(43.18)

注：KIR：杀伤细胞免疫球蛋白样受体；AML/MDS：急性髓系白血病/骨髓增生异常综合征；ALL/NHL：急性淋巴细胞白血病／非霍奇金淋巴瘤；CML：慢性髓性白血病；Cen-B: B型着丝粒端基序

2．预处理方案及移植物抗宿主病（GVHD）预防：采用改良Bu/Cy预处理方案：司莫司汀250 mg·m^−2^·d^−1^，−10 d；阿糖胞苷2 g/m^2^，每12 h 1次，持续3 h滴注，−9、−8 d；白消安0.8 mg/kg，每6 h 1次，−7\~−5 d；环磷酰胺1.8 mg·m^−2^·d^−1^，−4\~−3 d。采用抗人胸腺细胞球蛋白（ATG，法国赛诺菲公司产品）（2.5 mg·m^−2^·d^−1^，−5\~−2 d）、环孢素（3 mg·m^−2^·d^−1^，−9 d起）、霉酚酸酯（15 mg/kg，每12 h 1次，−9 d起）、短程甲氨蝶呤（15 mg·m^−2^·d^−1^，+1 d；10 mg·m^−2^·d^−1^，+2、+3、+6、+11 d）方案预防GVHD。

3．KIR基因分型及KIR单体型分析：采用全自动核酸提取仪提取基因组DNA，采用PCR-序列特异性引物（PCR-SSP）分型试剂盒（美国Invitrogen公司产品）对17种已知KIR基因进行基因分型。KIR基因在单体型上的排列顺序着丝粒端为KIR3DL3，端粒端为KIR3DL2，KIR2DL4位于中央[@b14]。对KIR3DS1和KIR2DS4基因分型有疑问时，参照文献[@b6]实验室自行合成引物验证结果。

根据遗传规律，对所有样本进行KIR单体型分型，具体分型规则详见文献[@b12]，采用KIR-IPD数据库（Release 2.4.0）中公布的KIR单体型对结果进行验证。

4．统计学处理：采用SPSS 15.0及GraphPad Prism 5.0软件进行统计学分析。对样本携带的两条单体型分别进行统计。KIR单体型计算公式：该KIR单体型出现的数量／单体型总量（2×样本量）。供者KIR基因型与单体型对移植预后的影响分别采用Fisher\'s精确概率法及卡方检验进行分析，采用Kaplan-Meier绘制生存曲线并采用Log-rank检验进行比较。所有研究均为双侧检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．KIR单体型：分析患者父亲及母亲312个样本共624份KIR单体型特征，共检出21种KIR单体型，1种为A型，其余20种为B型（[表2](#t02){ref-type="table"}）。72.92%（455/624）的个体存在A单体型；根据KIR2DS4等位基因完整型（2DS4）和缺失型（1D）的不同，A单体型可进一步区分为A-1(2DS4)和A-2(1D)，20种B单体型可进一步区分为22种亚型。本研究在原有基础上[@b12]新增五种B单体型，保持原有单体型命名不变，新增B单体型命名为B16\~B20。在B单体型中，最常见的单体型为B1、B2、和B3，分别占10.26%（64/624）、5.77%（36/624）和4.48%（28/624）。

###### 312个供者样本KIR单体型分布

  单体型    样本量   频率(%)   着丝粒端   端粒端                                                                                       
  -------- -------- --------- ---------- -------- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ----
  A          455      53.85       \+        −      −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   \+   \+
  B1          64      10.26       \+        −      −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B2          36      5.77        \+        −      −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   \+   −    \+   −    −    \+
  B3          28      4.48        \+        \+     \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   \+   \+
  B4          8       1.28        \+        \+     \+   −    \+   \+   −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   \+   \+
  B5          6       0.96        \+        \+     \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B6          2       0.32        \+        \+     −    −    −    −    −    −    −    \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    \+
  B7          2       0.32        \+        −      −    −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   \+   −    \+
  B8          1       0.16        \+        −      −    −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   \+   −    −    −    −    \+
  B9          2       0.32        \+        \+     \+   −    \+   \+   −    −    −    \+   \+   −    \+   −    −    −    −    −    −    \+
  BIO         2       0.32        \+        \+     \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   \+   −    \+   −    −    \+
  B11         1       0.16        \+        \+     \+   −    \+   \+   −    −    −    \+   \+   −    \+   −    −    −    \+   −    −    \+
  B12         1       0.16        \+        \+     \+   −    \+   −    \+   −    −    \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B13         3       0.48        \+        \+     \+   −    \+   −    \+   −    −    \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    −    \+
  B14         2       0.32        \+        \+     \+   −    −    −    −    −    −    \+   \+   −    \+   \+   \+   −    −    −    −    \+
  B15         4       0.64        \+        \+     \+   −    \+   \+   −    −    −    \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    −    \+
  B16         1       0.16        \+        −      −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    \+   −    \+
  B17         3       0.48        \+        \+     \+   −    \+   \+   −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+
  B18         1       0.16        \+        \+     −    −    \+   −    \+   \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    −    \+
  B19         1       0.16        \+        \+     −    −    \+   \+   −    \+   \+   \+   \+   −    −    −    −    −    \+   −    −    \+
  B20         1       0.16        \+        −      −    \+   −    −    −    \+   \+   \+   \+   −    \+   \+   −    −    \+   −    −    \+

根据KIR基因的种类，在624条KIR单体型中，共存在7种Cen和9种Tel。A单体型特征性的基序cA01和Tel-A01存在于绝大多数个体，比例分别为89.27％和79.00%；3DL3、2DS2、2DL2和3DP1的组合（cB02）为最常见的Cen基序，而2DL4、3DS1、2DL5A、2DS3/S5、2DS1和3DL2的组合（tB01）为最常见的Tel基序。

2．供／受者KIR基因型是否匹配对生存的影响：92例接受父亲或母亲的单倍体HSCT患者中，48例供／受者KIR基因型相合，44例KIR基因型不合，亲缘单倍体HSCT后OS及RFS率差异均无统计学意义（OS率：66.7％对81.8%，*P*=0.137；RFS率：62.5%对77.3%，*P*=0.116）。将患者按疾病类型分类进行比较，31例AML/MDS患者中，KIR不合组移植后OS及RFS率明显高于KIR相合组（OS率：88.2％对42.9%，*P*=0.015；RFS率：88.2％对35.7%，*P*=0.007）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）；45例ALL/NHL患者中，KIR基因型是否相合对患者移植后OS及RFS率均无明显影响（OS率：76.0％对75.0%，*P*=0.727；RFS率：68.0％对65.0%，*P*=0.866）。

![供／受者KIR基因型相合与不合对急性髓系白血病／骨髓增生异常综合征患者移植后总生存（OS）（A）和无进展生存（RFS）（B）的影响](cjh-37-01-020-g001){#figure1}

3．供者不同KIR基因型对患者预后的影响：根据接受的供者KIR基因型将患者分为AA、AB和BB 3组，分别为52例、28例及12例。结果见[图2](#figure2){ref-type="fig"}，AA组与BB组相比移植后OS及RFS率差异均有统计学意义（OS率：69.2％对100.0%，*P*=0.041；RFS率：63.3％对91.7%，*P*=0.032），但AA组与AB组（OS率：69.2％对71.4%，*P*=0.942；RFS率：63.3％对71.4%，*P*=0.879）、AB组与BB组（OS率：71.4％对100.0%，*P*=0.053；RFS率：71.4％对91.7%，*P*=0.067）相比差异均无统计学意义。进一步分析AB型亚型，AB1、AB2、AB3和AB4是最常见的基因型，其中AB1和AB2着丝粒端基序为Cen-A，根据着丝粒端基序，将AB1和AB2归于一组（15例），与其他Bx基因型（25例）进行比较，移植后OS及RFS率差异有统计学意义（OS率：53.3％对96.0%，*P*=0.017；RFS率：53.3％对92.0%，*P*=0.019）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。进一步研究供者不同KIR基因型对移植后复发及移植相关死亡率（TRM）的影响，AA组患者移植后复发率为25.0%，明显高于Bx组的5.0%，差异有统计学意义（*P*=0.009）；供者为AA、AB1/AB2、其他Bx组TRM分别为11.5%、40％和4.0%，与AA组和其他Bx组相比，供者AB1/AB2组移植后TRM明显增高（*P*=0.012）。

![供者KIR基因型AA、AB及BB组，AA、AB1/AB2及其他Bx基因型组和供者是否存在B型着丝粒端基序（Cen-B）对患者移植后OS的影响](cjh-37-01-020-g002){#figure2}

![供者KIR基因型AA、AB及BB组（A），AA、AB1/AB2及其他Bx基因型组（B）和供者是否存在B型着丝粒端基序（Cen-B）（C）对患者移植后RFS的影响](cjh-37-01-020-g003){#figure3}

4．供者着丝粒端基序对预后的影响：根据接受供者KIR基因着丝粒端基序的不同对患者进行分类：92例患者中有73例接受的KIR基因为Cen-A/A纯合，19例患者为Cen-A/B杂合，无一例患者为Cen-B/B纯合。Cen-A/B杂合组患者移植后OS和RFS率分别为94.7％和89.5%，明显高于Cen-A/A组的68.5％和64.4%，差异有统计学意义（*P*值分别为0.036、0.045）。Cen-A/B组与Cen-A/A组患者移植后复发率及TRM分别为5.3％对19.2％及0对15.1%，差异均无统计学意义（*P*值分别为0.182、0.076）。

讨论 {#s3}
====

NK细胞经过"受教育过程"识别自身组织相容性复合物（MHC）-Ⅰ类分子[@b14]，allo-HSCT后供者抑制型KIR(iKIR)缺失受者MHC-Ⅰ类从而导致NK细胞活化引发下游生物学效应[@b15]--[@b18]。受者与移植供者KIR基因型不同是移植后"缺失配体模式"的基础，在本项研究中供／受者KIR基因型不相合有利于提高AML/MDS患者移植后的OS及RFS率，但在ALL/NHL患者中无明显作用。这可能与经缺失配体"教育"的NK细胞对AML和ALL白血病细胞的作用效力不同有关。

目前，国内外的研究均显示无论在亲缘还是URD allo-HSCT中，供者Bx基因型均是移植后生存的有利因素[@b7],[@b19]--[@b20]，但本项研究表明在亲缘单倍体HSCT中，并非所有的B组基因型都有利于提高移植后生存率，其中供者为AB1和AB2时，患者移植后OS和RFS率明显低于接受其他Bx组基因型供者的情况。同时，与其他Bx组基因型相比，接受供者KIR基因为AB1和AB2的患者移植相关死亡风险较高。AB1和AB2基因型的着丝粒端均为cA/A，与AA型相同；端粒端为tA/B，与AA型相比存在活化型KIR基因2DS1、3DS1和2DS3/2DS5，及存在一部分活化功能的2DL5A。同时，目前的研究表明与Tel端相比，Cen端对HSCT预后的影响更大，Cen-B是移植预后的有利因素，且Cen-B/B纯合的作用尤为明显[@b10],[@b19]。本研究结果证实了在亲缘单倍体移植中，供者Cen-A/B型有利于提高OS和RFS率。cA/B与cA/A的区别在于前者存在2DL2/2DS2基因[@b19]，有研究表明2DL2/2DS2基因在同胞HLA全相合的移植中可延长移植后无病生存[@b20]，因此在将来的研究中探索具有潜在生物学功能的KIR基因可能对供者选择策略有很大的帮助。

综上所述，我们初步探讨了不同KIR单体型对亲缘单体型移植预后的影响，结果表明在HLA配型的基础上有必要对KIR基因进行分型，AML/MDS患者移植时首选KIR基因型不合的供者；以及尽量避免选择AA、AB1和AB2基因型的供者，但供者存在B型着丝粒端基序可能有利于改善亲缘单倍体HSCT预后。
